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(g) yerf^hren;£ur mikrobiQllen Herstellung vpn Amlnosauren durcb geateigerte Aktfyitat von Exportcqrrlem 

@ Die Erftndung betrffft ein Verfahren zur mikrubiellan 
^ Herstellung >^nAmlno*sauranfbeidem die Escportcarderafai* , 
uirrf/odar die Exportgenexpreasiqn elnes die entspre- 

chenda Aminosatire prcwluzierenden WSikfOprganismua er- 

hoht vrffd, HrfindungsgemSS wurdo gsfunden, daB fur den 

Export von Aminosauren |ewells nur ain elniiges, sp^- 

schas Gen verantwoirtiich isf, so daS erflndungsgdmas 

orstmals ein V^rfatiren zur inntrobiellen Hersteilang von 

/^ihosauren Eur V^rfugung gestelh vwr^^ 

dift Exportgenexpression" und/oder die Exportoarriarakttvitat 

einesdie entsprechende Anriinosllure produajeranden Mikro- 

organismus erh5ht wird* Die iaus dieser Verfahrensweise - 

resuitierende, flestelgerte Expression bzw. Aktfvitat d^ 
m Exportcarriars fPhrt zu einer erfiohtsn Sscretionsrajei SO da& 
^ dor Transport der entsprechenden Aminosaure erhoht ist 
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Beschr^inig 

Die EHindung betnfft ein Veif al^en^^m^ inibt>b|fifl«^ voa^^^minos^urea gen^ dea^AnspTilcheal 

hvs ^0^ Expoilgene nac^ Ajospruch 21 i>k ZB, R^&lat'orgeUe Ansprw^E 27 tmd 2$^ Gesstniktoren gemaB dea 
5 An^rgdhes 29 imd 30^ Vektoren nach Ampntch 31 bis 33^ transfornuerte Zellen nach Anspracfa 34 bk 40, 
M^ml^raiiproteme gemliS Anspnich 41 und 42 sowie Verwendungen nach Anspruch 43 his - 

^Amindsauren sind vou groftem wtrtschaftlichen Interesse^ wobei die Verwendutigyoii Ammb^^tirdn vielf!^ 
tsU $o':wird;Zi B» LrLysin, wte auch L-Threonte, uiid I^T^topban als Rittennittelzmatz bendfigt; L-Gtotatnat 
ais;Q^itinEn^ Lrlsoleucm und L-l^stti m d^ fiharmazeutiscben Industdet L-Argmin uad^L-isQleiiciii als 
to Kie<Mkam^oiiftpOd^ undL-PheiiyidanmalsAusgajigssubsta^ 

, Elne ,bsyoTZUgte Methode zur HersteQung die$er versdil^eost'ea AnunosStiren Ist die blotedmblogische 
Hci^nuDg mhtels Nfikioorganismen; denn auf diese Webe .wird direkt die biologisch wirfcsani« und .opdsch 
^ ak^eTjdrmderjeweiligenAm^ 
wera^iu Ais'MOcrt^ werden z. & CoiTTLGbati terium giuiamicum imd seine Verwandten ssp* fiavuin imd 

IS ssj^^Iactofermentnm (IJebl et aUInt J E^ystem Bacteriol (1991) 41: 255^260) wie aocfa Escherichia coH tmd 

Diese 'tiakteriea prodimeren die Ammos^uren normalerweise aber nur in der smm Wadistum benStigtea 
Men^ so daB also kelne tlber^chOssigea Annnosiuren gebtldet tmd ausgeschieden werd&n. Dies ist darin 
begrihidei^ daS in der Zelle die BiossnnUhese der Aminosiuru in vieifacher Wetse kontrolliert wtrd. Folglich sind 
20 berdis versdiiedenste Verfahren bekanntt^ym dte Produfdbilduag dttrdi Ausschattung der Kontrqllqi^chaiils- 
mea.jz^ s|e|germ£d diraeua J^2»^^/V7e^ Aminosaure|uudo|[a um die effekthfe jRegtfl^don • 

werden, dib gegedL^^ryidsm- midl^fib^la^^ 19037/1976 tmd 39517/1978). JSbenso 

sind Verfohren beschriebent bei deneh ge^enOber iHLysto- oder auch Lr-Tbreoninanaloga resistentc Bakteriea 
25 eingesetzt warden, tun die Kontrolhnechanismen za iiberwmden (BP 0 205 849 Bl, UK Patent AppHcatioa 
GB2i525Q9A). ' : ^ ^ ■ : 

Weiterhln :slnd;auch durcli re^mblnaitte^ PNA^Tedmikra konstniierte Mikroorganismen bekanat^ bel denen 
ebenfalls die Regulation der Bio^ynthese aulgetioben ist^ indem die Gene, die fOr die nicht meltr feedback-inhi* 
bierbaren SchKisseten^me kodteren^ klonlert und exprimiert werden. So ist z. eln rekomhinontes; l^L;^5in 
30 produzierendes Bakteriiun nut ptasmidkodlefter, fee^Uiack-resistenter. A^artatktnase bekannt (EP 0 331 527), 
Hbenso ist ein rekombinantes^l^Phen^lalanin prodtiderendes Bakteriiun mh feec&adc-resistenter Prephenat- 
debydrogenase beschrieben (JP 124375/1986, EP 0 488 424). Darflber Innaus wtjrden atich durdi Oberexpressioa 
von Genen* die nicht fOr feedback-sensttive Enzyme der Ammo&ttn^samthese codieren, erh5hte Aminosiureaus-^ 
beitten erretcht So wird z, die Lyslnbildimg dtirdi erhdhte Synthese der Dihydrodipicolinatsynthase verbes- 
33 ' sert(EP 0-197 335^ Ebenso^yirddurcheAohteSynUxese der Thp^^ 
dung errdcht(EP 0 436 886 AlX 

Weitere Versuohe zur ErhShting der Aminosatneprodukticn zieten attf eine verbesserte BcreitsteHtmg der 
zellulSren Primarmetaboiite des ^^ntralstoffwectisels* So ist bekannt daB die durch rekombinante Tediniken 
erreichte Oberexpression der Transketolase eine yerbesserte Produklbttdung von Lr'LOTtophan, LrTVrosin, 
40 Oder LrPhenylalanin ermogiicht (EP 0 600 463 A2). Weiterbin fOhrt die Heduktion der Phosphoenolpynivatcar* 
boxylose-AkdvitatinCoTTnebacteriumzuverbesserterBildung 145^ 

Diese vieIf^dgen-Vec3uche zur-^Pmdukdvitat^fgenmg stn^ 
cytosolischen S^tfaese der Aminos&tirea ztt Oberwinden. AI5 erne weHerelJmttation kon^ 
auch der E^qiort der fcm.7^Tlint>ffrea gebildteten AmineslUiren ms Kjultunnedium. in Betradit £>aher gfbt es 
vereinzelte AnsSjtz^ dieisen^Bxp^^ Wifig^3i^ftii£hkdt der^:^anih65^^ 

So hat man die ZellpenneabiUtit bei 0>t7neb^eritii|Q^4l^h^^ 
lung erhdbt Diese Ausschleusehilfen waren jedocb-aus^^eSlu^^ ^/'Grld^^m^ 

w£lhrend die 3ynthese anderer Aininosatirea auf diese %eise nidit ve^essert.^w^en konni& 'j\£t^ ^ind 
Baktenenstlmme emwickett worden, bel denen die Akdvft^tdes Sekr^tions^y&tei^^ 
50 pl^ikaUscher Mutation erhOht ht E$ wurde dadurch'bei^Iel^lse eln^Goi^ebaCterium glut^i^cilm^tamm 
erhalten« der sich durch eine verbesserte SekretionMkfivttdt insbdsondeFe ^ (fie IrLtyriaproduktion eignet 
(DH4203320), \„ / \ • 

Insgesamt zdchnen sich afle bisher durehgefahrten Y^r^i^i irar/ErfiBtej^ Splff^^Hj^n zdlintem gebilde- 
ter Atninosauren dadurch aa^ daB eta erhShter Bffltac von Aminosforeri a^^ def geip^ten ungerietiteten 
55 bzw. unspeziSschen Methoden nur durch ZufaH erreicht wei^en konnt& EInzig m der Deu^:hen Patentaumel- 
dung No. 195 23 279^1 ist ehi Verfahren beschrieben; das es erlaubt die Sefa^on zeliMern gebfldeter 
Aminosauron ganz gezielt zu erhoheiv mdem die Bicpressioii von fOr den Import von Axninpsturen kodierenden 
Genen erh5ht wurdeL Die dieser Voi:geheiisweise zu^hmde&egende^E^kenhtm^ daB dielZetle lntpor^roteine 
ftir den Bsgjort von Amlnosauren verwendet wie auch die TaCsachc^^c^ Mikf odrganisnicn von Natilr aus keinc 
60 Qberschfissigen Ammosaui^n biiden tmd ausscheiden^ legt die Vertnufung nahe, daB fOr den Aminos^uretrans- 
port sp^dfische Exportgene brw- -proteine gar nicht ^stieren, sondem daB aus der Zelle die AminosSitren Gber 
andere Exportsy&teme exio'etiert werdem 

Die bidter bekannten Exportsysteme exportferen giftige MetalUonen* toxische Antibtotika und hdhermoleku- . 
I are Toxine. Diese Hxports^teme sihd relativ komplex aufgebaut: In der Regel sind Membranproteine der 
65 Qytoplasmamembranbeteiligt die jedoohnur eine TeOreaktton des Exports bewirkcn, so daB vermutlich fOrden 
Transport zus^tzUche, extracytoplasmati^che HiJfsproteine erforderlich sind (Dinli, T* et al, A family of extrapy- 
toplasmic proteins that allow transport of large molecules across the outer membraues of gram-uegative 
bacteria* J. Bacteriol 1994, 176: 3825— 3S31)* Desweiteren ist bekannt, daB bei dem sec-abhangjgen Export5y- 
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nam for extrazeUulare Protelne inmdestens 6 verschiedene Prote^ 

Di^ersSSder TSinik legt die Vermutung nahe. dafi ebenso die far dea Bqwrt voa Ammosaurea zjistand> 

Se^cMrtLrier-Akdvitat eines die entsprechende Anunosaurfc prodiizierend«snMikroorgaiii!Emus erhsht wird. 

dner erhBhten Sekredonsrate, so daB der.Bcport der entsprocheiidea Ainmomtpe eriiSlit ist A«ch^^™^- . 
readerart veranderteMilaoorgaiiismeQelnen erliahten Anteilder eBtsprechcnden Ainmosaure imKBlturmedi- 

'^ur Erfaaliimg der ExportcarrieivAlaivitat wird insbesondere die endogene Ak&ym .eiiie.Aiiimosaiffe.pro-. 

BMWathese, bUpidsweise datdi GenaiBpUfilcationen oder durch Ausschaftong von Fafctoren, die d« En- 
^3KtS^5?Mwhenro.gemfenwerd^^ ^ 
SSh Motion des endogenenficportgemerhSlit Derart^ » 
SoSSmgericIitet erieugt we^wie beispielsweise duidi DV-Bestrahlung oder mutettonsaugoseii^ 
S^Se?S« S^ielt nSttels geotcchnologischer Me Aod«i Deledo«(enX tosertion{en) jm^^ 
kS^aEtonscWeme Exportgen-Expnsssioa wild durch Eriiottender Genkopienzaid und/oder dnroh VwsSr. 

ffiSon^e erhOlrt w«ien. Dies kaim beispidsweise dadurdi cifolg«, ^ "^Jf^ ^^^^J^ 

dem StiS=turg4 voigesohaltetea Promototseqtwnz der Promotor m !^«^irks«rfceit 

Km dw^motor tomplett dun* wiricsamew Promotoren aosgetaiisdtt wd ^ kann «f «; V««ttog 

giiirie^S^unteiiausgefQlirtwiidl^ 

bdscdelswdsedieStsMitatderiii-IlNAverbessertwird . • , . _c-™ v.j^ -h*»*>i«itt 

z5 ErhBhnng der Genkopienzalil wild das Exportgea in Genkon^^ 

voSwei«tar«nettVefetol-iiAmedrigerito^ 
2U^Si»tetegulatorischeGense<iuenzea,TOrnigswieisesokd»s,fi^ 

Xren AUelvai^onen kodierende NuWeotidsequeDz.hrw. eine Niddcpttdsequenz von Nakleottd SS4 las^ 
gSTaS^rrfSWwesenlHchen^^wirite^ 

keade DNA-Seqtienzea mnWn insbesondew fimkflonelle Demate, die ^^^^^^ ^f^^ 

imd^odef Sub!^Uoi)(ea) von NuHeotidea aiis entsprediendQi 
- SsSatorproteia-Aktivitat bzw, -Fimktioa erhalten bleibt oder sogar erii9ht et So kam diffch Motafaoa dw 

^Soriadien Genseqnenz cEe Effektivitat der Bindtmg de^ 
d^to)rtgem scSmuBt seSn. daB dadimA die 
ist D^eitoeu fcSimnn dem Exportgen als regtilatorisohe Seq^ 

Sn^^^^ verbessene Wfechsehrirtamg zwisdwn BNA-Polymfirase vnA DNA ebenfalls erne erliQhte 

^raSS^^aSSSsin^inGerfeonstruktwinldi^ ''^^JS^^^ 
lusmen-stamm der GattSig CojiyiiebacteriuiB isoHert imd mit dem d^Exportgen enthaltende Genkonsti^ 
etn die entsprecfaende Anrinosaare prodazierender MikPoorgaiifemrai.Stonn». '"s^'esoadore Cor^ebaoten^ 
transformiert. Die Isollerung tmd Transfonnatioa des entspreclieadeo Tiansportgens ^J^^'^.^^l ^ 
MeOioden: Im FaDe der Isolierung und iQonierang eines Transportgeas ^^Jj-fPf^'f^^^J^^^.^ * 
beiroieisweise die Mediode der liomologea Komplementadon einerexpprtdefe^ 

177j 4021-4027). Falls keine direkte Klonierung des Stmkturgens magiidi is^ kann.zunachst audi die Jasertoa 
von Vefctorsequenzen ia das Ttansportgen erfolgea, nm es dann iiber 'plasmid-rescueT m Fof^i ma^er 
FragmenteSoUeren-FfirdaserfinduagsgeniafleVerfahreae^^^ 

ATCC 13032 Oder a gIiitajaicuiBssp.flavwttATO: 14067 Oder auciiCgltt^ 55 
13869. Nach Isoliening der Geae tind deren in vitro-Rekon^ination mftbekansten Vektoren (AppI^Enrv Max>- 
biol(1989)55: 68+-688;Gene t02(1991)93-98X erfoIgtdieTransfomattonmdte Ajomo^^ 
sSme duroli Eiektroporation (Liebl et al (1989) FEMS Nicrobiol Lett ^ 299-304) oder KoApigation 
fScfaafer et aL (1990) J Bacferiol 172: 1663-1666). Fiir die tJbertragUBg -werden vomigswet^ Vefctoren nut 
niedriger KopienzahJ eingesetrt. Ak WirtszeUen werden voizugsweise solclie Ammosaureproduzenten etnge- 6o 
setzt. die in der Syntiaese der entsprechenden Aminosauren dereguiiert smd iind/oder die emen erixoliten Anted 

aaZentraistoffwechselmetaboIitenentlialten. • ^ . t. a 

Nadi Isolienmg sind Exportgene mit Nukleotidsequenzen erhaitlicb. die fiir die in TabeUe 3 angegebene 
Aminosauresequenz oder dwen AUelvariationen kodieren bzw. die die NukleoUdsequenz von Nukleond 1016 
bis 1725 gem^ TabeUe 2 oder eine im wesentUchen gteichwirkende DNA-Sequenz aufweisen. Auch hier 65 
umfassen AUelvariationen bzw. gleichwirkende DNA-Sequenzen insbesandere funkUoneUe penvateun oben 
fur die regulatorischen Sequenzen angegebenen Simie. Dlese Exportgene werden vorzugsweise im erftndungs- ^ ^ 
^^fli| gemafienVerfahreneingesetzL OS06^M^§^ 
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Dena Expottgen mit oder olme vorgesdialtetem Promotor bzw. mh oder ohne zugeordnetem Regtilatorgen 
kann^-eln oder.mehrerd DNA-Sequenzen vd^^ imd/o<ler nacbgeschahet sehit'so daB das Geh tn einer Gen- 

DimJ^'Kb'ide^^ Exptirtgeneil sii^ Fiasmidb bzW; Vektorea edtSliJ^pht <Se d^ Esq^prtg^ entlutlten und 
— ^ wie^beireite dfaeai erWdhnt llra^^^i^oa eines Ainmojfljii^P?^ sini Die durch 

Transformation e^hllfUchea-Zc^en^^be^ v6n CoTynebacte-^ 

riiun li^t£3^1V dfts bi't«|)ibierliirerFdm, di^ d«rai Chmmdsoin^'WDbtii 

dx&Geolcopidjg: durch' an beU^blgeiiStellen des Qendms mtegriert'werden^ imd/odier 

l^ljsind'^fe^ die fOr Metnbraftproteme uitbekanntCT Fimkticm kodieren* 

X>mYih' di6 erfmdutig5|piififi& Berehsfellung von Exportgenezi, wie bdispiel^eb^^ des B]q>ortg9nS tnh der Nil- 
kieotidseqiienz von Niikleodd 1016'b& 1 725 gemas TMseUc 2; bzv?* der en^sprecKeiiden Ejqjor^nfotoine, wie z. B. 
das^mit dgriAMind^iire^ gemlB T^e&e 1» kanntm ninimelir Meinbranproteb deren Funkdon der 

TVansporJ yoU Anjjnpsatirea ist, durch Sequeoanrergleich id^dftziert werden. Das damit tdentifizierte Exportgen 
k^lM^ip^i^.l^^ dem erflndun^ge^aaBen Vfirfahren 

Diie iBL^y^rfiiS^ Techiiik:bekarinten Mendaiiaprbt^^ In* der; jPte^d IJ^ aum Tetl aiicfa .4 

tranMen^'fii^e'B^ wuide nnnmehr flb^^^ daB dxef{&^(ieiiE?cipoit yon>^^ 

^itf e^^^z^i5t&^^^^^ Meinibramn^^ B. die in 



- . Ausfiifartiiigsbeispielet . \ . 

^ - ^) Klomening ififaie^^^j^^ RegtilitorsaJLi^ Corynpb^acxteinn^ glut^cnicum 

Sau3A:gfe|?paHeii.tind:aijfg^ 

Fraktionen wurden getdeli^bro^iiioreti^ auf ilbre Gr5fii)£ti6rahkJ^ia^ einer^rafi^eni^ra^ 



l3iese;;.Trattsfprinmten>^ 




ppro- 

50 M^j^te;49>3.e^tl4^teiuJ|»i&.u 

die %difcatort>Mtt«^^ jewetfe' emy-]^htrofle,des.ur^ NABiT Bcu^^ol 

. (i99^^477:.402t-->4^Tmd.de^ /^^^ 

^wurd^' bei. 30^.0 inkij^ 

55 dic^.auf^d^ mit;MethIbD^ versetztea ladikatQrpIatte ehen .^acbstun^hdf dlnY!^.4e^^ 49/3 
zdgtenipie Idone^viJ^ veret^ell^ and dann emeSj^ wie db^' Be^m^^ V^^ere^tck^TP^^ 
hoH g0pr£ift Auf dict^ Weise warden die zv^el Elone NAS pi/iV8^B^2i ^ htSSB pWf€^^ edi^tei^ die die 
I^gk^>cned^^ ... . 

Von di^enlOdneb woidan Plasniidjntpaurafi^bnei^^m^^^ et at (Bio^cdtoology (19^ 

60 beschrtebeiv duric^ Dtirok Retrauas6>nnatian m NAS,.woide der pIisnud|(o^.undene'E{fel der-AassiheU 
daiig von l^LjSsm bestadgt Beide Plasmide wurdeA-eioer Restrittionsffld^ tmt&ioge«L Plasmid 
iT^gt em Insm von fiU kb. und phfV6-3 eines von 9^ kb. Die physikalische Karderung de^ iiis&m 2:eigt Fig. 1, 

b) Subfclonierung eines DNA-Fragmente; das den Lysinexport refcoi^^ 
65 . . - 

Voni Insert des Plasmids,pMy6-3 wurdea miter Nutzung der bestixhmten/t^estiiktidn^chi^^ einzelne 
Subklone hefgestellt . So wurde das .3,7 kb. Xb6l-SaU-Fra£rtneni das 23 Id) - Bamlp:?Fra^ und das 7>2 fcb 
BaniHI-Fragment mit dem entspre<3hend geschnittenem imd behandettem Ve^:tbr ptd (Kiel Gen Genet (1990) 
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d« sSmltMaiiiid pMV2^ erhalten (Fig. 1). Dieses, den Lysmexport vennittelnde Fragment enthSlt als 
Insert das2,3 fcbBamHI-Fragineiitaus pMV6-3. 

c) Sequent des I^rsineacportgens lysEunddessenRegdaiors lysO 

• Die Nukleotidsequenz des 2.3 kb BamHI-&asments wde nach der Dideoxs^Kettenabbmch-Mej^ 
sJaSr eTSSSefOiat (pS Natl Acad Sd USA (1977) 74: 5A&~5i6t%uf ^^^^l^^f^^ S 
Sutofiad S^endng kit von PIwnnacuL (UppsaU. Sw«Jen^ NJ 

T niTarhaltctte Niikleotidseauenz wotde mit dem Rrogrammpaket HUSAR (Release SXg des uewmea 

«SSj^MS«Bibt deh. daB das Protein sechs hydropiuibe Helixbereiche enUialt, die die Membr^Air^ 
S^cSeS ^Sdeswegen im Folgenden als JysE bezeichaet Es ist en^ 

oI«ii«4/^r»»nm Tiat die als eine FamOie zusanunengefafit werden (Ann Rev MicroDiol (1993) {sa7—t^).WK 

SSiTfa^KifvS. to iS&en wild ORF2 deswegen ^ Govern - Reg«li«en) b«eicfanet 
^en £^oS^Si mid 1^ lysE nur ^osamm^ 

SSS (dSTbfS^ Regulator ^ iysE und sonrit eberfalls am Lj^fPot betaDgt Das Gen lysG nnd 
d^SeIeHrteAiiSsSari»e(ineiizsindebeafaIbm^ ... 

d)iaMUifizienmgeinesunbBkannteaMeinbranprotOT5aosEsch 

Mit dtti etabliertcn Sequenzen gemaB meUe 3 kCtmen bereie extrtierende Swjaenzbanfcen dt^i^ 
w^S^mnTdmron sSiuenzie^ Beteicben abgeieiteten Pioteineft eine 
SdSiSe^eAmincsa^equenzdesLysinBxporlersansasiutanric^i^^ 

dShSr (Release 3X>) d^ Deotschen Krefasfotsdnmgszentnims (Heidelbe^) mit a^^'»tt«^^J^«?^ 
iSS^f^X SrTSbtierten DNA^nenzen vergiichen. Za eiper einrfgea Sequenz b^^.^^b^^ 

aSSSS- D« VeScS ist in Hg. 2 gezdgt Das bidang^^^ 
istfflaer dieses VerfaJirOTdamit als einAminosaureexportgenidfintiflzteTt 

e) Gestdgetter Export intrazeHuiar akkumuEerten Lrl^ans 

DerStammaglataniicmNASaBacterid(1995)177:4021-^ 
iindSe iSnausscheidung der Staie veTgiichen.Daza warden NAS und NA8pMV2^ m ^3|^f2Z 
iSbd VvErSBSoi(t995) 177:4021-4027) besdmebenangezog«D^ddasFe^ 
rv-im n^nai^eriBlYl993^ 175- 55^-5603) jWeils getrennt beimpft. Das Meifium entlneK znsatdich 5 mM 

M^^SSi Rotationsschtttder b« 140 Upm wurde zellinterne und e^ 

Zm- zelfintemen Be^immung wurden Silikon&lzentrifugationeft doicbgegrt ^^J^**^ ^n^oto^I^ 
W7-567): die Besdmmungder Aiaiaosauren erfolgte mitteU Hoohdniokflussigchrom^o^alie 0 Ctoo- 
Sat 6983) 2^ 471-482). Diese Bestimmungen Wen za Terscbiedenen Zeltep. wie m Fi^ ^sj^ 
SSSrt Entsprecheid dem benuttten Verfahren ^ das^angestaute zellmterne LJysmi 
DwSSr^ehrt ausgescMeden und akkumuUert Enteprechend ist erwartui^gemaB auch ihs zetown 
SidewTS^^k reduziert Somit steUt die Nutzung des entdecfctea und beschnebenen Exporters em 
Verfahren dar, um de L-Lydnbildung entschddend zu verbessenL 

0 CJesteigerte Akkumulation von L>Lystn durch lysE oderlysBG 

Vom Subolon OMV2-3, der das sequenzierte 2374 bp BamHl-Pragment in pJQ enthalt (siehe Eg. IX wiffde 60 
enSrechVnd de? Seiifnzkfo™ das iysE trag^de 1173 bp PvuH-midn Fragment m pZI (Appl 
MiSol 0989)55: 684-688) Bgiert, «nd so das Plasmid plysE erhalten, Dtes« Plasnu^ sowie das JysElysG 
Sdfp 3pMV2-3wurdeduaBektro^^^^^ 

m Je Bereiche deletiert sind. Die erhaltenen Stamme C gjutamioum d pMy2-3, C S>"^^^*^ PS!5„£ « 
Sutamicum pJCl wurden -srie unter e) beschriebenzunachst auf KompleHnediuni vorg«ogen, to m Produk- 65 
loSnimaS^edium CGXII zusamiien mit 4% Glukose und S mM L-Methionm 

idsrimmung des akkumullarten L-Lyslns entaonmien. Wle aus F.g. 4 ersu^itUcb, wird dur^ lysHj^G erne 
sSSt^^er l^nakkumulation gegenuber der KontroUe erreicht Die plysE wnd durch dieses Verfafaj^g^g^ 
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elne auBererdeutiich gesteigerte Akkuraulation von4^ auf 13^ mM L-Iysin erreicht 

1-egendendefTabeneauiiiiPigtiren: - 
ftJ^S*2-?-^^ Gorynebacterium giutaimcam, mh dem 

5 Tah6ne'2' Jdrrf SwtTO);T3ie Nufcledtaset^^ filr dto ^ysihexportar und Lysinexiiort-Remilatore codie^ 
rendenBereu^fasaosCgtatamlam . - 

Tabelle 3: Die Aimnosauresequenz des LysineKporters aus Coryoebacterium glutainicuiiL niit den identiflzier- 
ten transmembranen HeUces TMHl bis TN^ 

^ F^M/j^i? dun* DNA-Fragmente in pMV6-3 md pMV8-5-24, die die Lyslnsekre- 

10 Hon m i>My6-3 &ergestente Subki6n;|ii^2-3;.dOT die Lysinsekretioii bowtrkt 

1-^3?*^^^ der ab^leitfetea AinmbsaureseqUeiir von LysB auS C glutalnictiin (obeni mil etaem Genpro- 

f dutcb^j>MVi-3 Mt <1 glatidwaim NA8. dbe^ KbirtrdUe iiih gennger 

IS Aus^MS^^^ etwa ISqi^mM. Unten die duT^ pMV2^ bewirkte hohe 

Fi|^4:jPiei Stei^^ diirch lysl^a (bMV2^) (mtdere KUavel 
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420 



T G I. S V V B C G A V P IT A E R T V A G 

I. V D G A R L L S L T H A E D E Ir R i T 

CTCGCAACGMCFXGGGGTTCT 

LT AGGWSAVBNFVP P FWTS Ir 

S O A « I A X T Ip P I B a I- K C S I, U a 

AAAXCAAAGRCGaACCICGTTGT G GIAAaRGGCGCGft^^ 

K r K AQI. I.VH KR AAQ VI-V E OA 



660 



720 



900 



rC<5AAA!rTGCGCa33UrrGWH:G<3CGGCTCC^ 

A K V R Q S V A S PS I S Ir A S A O E 
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; - - . . - 60 

GGTAAACGACMCCACaMSASaCGGRCCGGGT^^ 

• 120 

"PRJiGEIAADVVA 

- , . - - , xeo 

CAGACACTCAS^VICGATCrCTAJ^^ 

DTLRAiSRS EX-RWRQWYM Pt 

, . * . • 240 

<yiJOTTACCCAmfiRGti3UKXC<^ 

DlPIEDLLIVEGAK iMPAAQ 

; 300 

CC?iAAJGCCCTTCTTCJU3GGCT3JGG^ 1^ 
TBPI*LGW<» Ii G. RRXAEGFGEA 

* . - 360 

GCTGCCCrCTXACCXAXGCGCGGACGCGGGGTGTCCTGGl^^ 

S PVISVRKRGVPGDVRGDJ^D 

i:GCCRG7UlCTTCGXGXAX3UUlCCCTGGCr^^ 

RD Ql. VD K PGFRIi V PM AA WI>X 

. . * • • 480 

aaA5GGl!a GraGg ZaCATCX:GX?Ua k><tf^ 25 
KGi> VKYAfi RI.SPT A IALH RM 
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9.60 

H V 

<MXMX3^^ 1080 

^^f'^?"^ ^^^^ 
P Q K y 1. V 1 K Q X K R £ G B I A V I. 

TCTCOTCT(S3^AATTTCTGA^ 1200 
A- V C I, I s D V F L F I A © T I. C V O 
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XiSMrAAtl.VLD I K -R W G G I " A y L 



1260 



^ ^ .. .. y K A A K D A H T K.K V B A P 



1380 



D T RW R V R V B V 5V K Q R VF 

^ , V K F K L H A X V L T W L K ,B W A Y L © 



AE-VF I GGVGAO yGIJ T GRWl P 



1560 



40 ^J^*^«^^«^GCG^ 

AAGAFAAS J:* I ^3r^p2»VG FGAA 



ALSRPLSS PKVW RWINVVVA 



Tabelle 2 (fortgeselzt) 
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. 1740 
/- 0r£3 

- K E R T K 

, * leoo 

CCTTAJKCACCGGRAfiCGGGOTlIACW^^ 

SBTAKAffJKIG ABHST:E0IA 

• leeo 

<3ySCTTGA<^Cra«5TCTTTTCaW^^ 

EI*BADS PBXNKi;S DliSMDX.Q 

' 15 

BVSSAGXLAST VT pAGJfE GQ 

. 1980 

ERLVWAIiAMQAL SQOKEQA I ^ 

. . . . . , 2040 

D IT I, K R V M D I M K V . M !• H G K S I. S 

- - - - - 2100 

KGQ SA I^SGEB l GDiXKD. TliL 

. , . - 2160 

CGGCSMGCGTTCaCCACTCTTT^ 

GQAI.PSPAXVSI-G HHAAS QI- 

• 2220 

GTTCAAGRCT<WKavSTAGCaGGCa^ 

LMEGDDGPEEVWR NlXSTf S P, 

. , - , . . 2280 

G3«n3VCrm\J5tCTTCGCCCG^ 

Q H 1 L I» S C G B Je A K F E A A E A T L 

, , . - - 

E P OTS S Z CVYI^AK CSAV I D R 

• . ' . 2374 

GXTAJOGCM;<nACCAAAGAAiC5(5^^ 

1* .A Y M. T E B It P T T> 
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PatentansprQche 

1. Verfahren zur mikrobieneQ Herstelluog von Ammosauren, he! dem die Ejtportcarrier-Afctivitat und/oder 
die Ejcportgen^Expressioa eines die entspreche&de Aminosaure produzierenden Mikroormidsmus erhofat 

2. Verfahren nach Acspnich 1, dadurch gekemiateichnet, daB die endogene Expoitearrier-AktivitSt des 
Mikraotganismus erhdht wird 

3j V«afWi«n nach Anspnich Z dadurdi gekennzeichnet, daB durch Mutation des endogenen Etportgens efii 
Carrier mit hdherer Ejtport-Akdvhat erxeugtwir^ 

4. Verfehren nach emem der Ansprfiche 1 bb 3, dadurch gekenraetclmet; daB die Genesxpression des 
EKpomaxners durch Erh5heii der Genkopienzahl erhdht wirA 

5, Verfahren nach Anspnich 4, dadurch gekennzeichnet. daS zur Erfeahung der GenkopienzaM das Emort- 
geninemGenkonstrukteingebautwird. 

a Verfehren nach Anspruch 5, dadurch gefcennzeichnet daS das Exportgen in einen Vektor mit niedriger 
KopieozahJemgebautwird 

7. Verfahren nach Anspnich 5 ader 6, dadurch gekennzetchnet, daB das Exportgea in ein G«nkonstnifct 
emgebautwird, dasdem Exportgenzugeordnete regulatorische Gensequenzenenthalt 

8. Vetfahreu nach Anspnich 7, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine fOr dJe in 
TabeUe t aogegebene Ammosauresequems und deren Allelvariationen kodierende Nufcleotidsequenz auf- 
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s;q,SS^n NuklS 954 bis 82,geiniB TabeUe 2 oder erne im wesentHchen glwchwukende DNA-Se- 

iJT^e^'iiach ebiem der AnsprOche 5 bis 9, dadurdi gekeni«eicliti»t daB eia die eateprwheode 
J^S^prodimereBderMifcroolUi^ ^ 

n ^eS^ea nach Amprtidi 10, dadureh gekennzeichnet. daB ein Mikroorganlsmus der Gattung Coryne- 
bacterimimtdemdasE3eportgeneQthahend«Cfenkoiistruld&^^ ^ ^..^-^^ 

gaimmus ehigesetzt ^ m dom die an der Synthese der entsprechenden Ammosaore betefligten Enzyme 

itvSSSiSam der Ansprficte 4 bis 13, dadureh gekennzeichnet. daB das Exportgen aus emem 
Mikroorganismen-StanimderGattangCbtyttebacteriumisoliertwird . « ^ 

S!l3Snach einem dervoAeSehenden Anspriiche, dadureh gekennzeich^ daB AeBcportgense- 
qaenz durch Vergil mh der Sequeni ernes l^reits hekanmoiExportgensidCTti^^ v^^n^n 
16. Verfahren nadi Anspmch 15, dadureh gekennzeichnet, daB die von der ai identfizierenden ^^ortgwi- 
- sequenzabgeteiteteAmincsauresequenzn&derinTafaeneaangegeb^ 

n! VeSSSSwSSSTder vorhergeheaden Anspriiche, dadureh gekeonzeidmet, daB die Exportgen-Bc- 
presdonduniVerstarfcungderTkanskr^tionssignaleerhdittw^ . . . ^ . ^r- 

18. Verfahrennach ememder vorhergehenden AnsptCcfa^ dadorchgekennzeichnat daB als Exportgen^ 
GenmhefaierfQrdieniTabenea angegebene AnihiostiD^eqoenzundderenMehninalionenkodierenden 

S^fc^toSS'^Sltidurch gekennzeichnet. daS afa 

quenzvonNuWeotidlOiebb i725geinlBTabene2oderemerunweseatItchengieicbwirkendenDNA-Se- 

queazeingesetrtwird. „ « r t s- 

»K Verfafaraii^dnem der vorhergehonden Anspriiche zurHerstellung von LrLj^sm. 
2LFQreinenAmm(»aur6-]Ejqior*Mtrier1codierendesEjqiort^^ . . , 

22. Exportgeu nach Anspmch 21 oit ehier fOr die m TaheBe 3 angegcbene Ammostiireseqoenz nnd deren 
Allehrariationen ko^erendea Nukleoddsequenz. _ 5 

23. Exportgen nach Anspmch 22 niit der Nukieotidsequenas von NoWeotid 1016 bis 1725 gemaB Tabene 2 
oderefawnnwesentlicheiigleichwirkendeiiDHA-Sequenz. . • 

24. Btportgen nach efaMan der Ansprttche 21 Ws 23 mil diesem zogeordneten regulatonschen Gensequen- 

SWrtgen nach Anspmch 24. dadarch gekennzeicfaneli daB fie regnlatonsdie G^eqaenz 
in^^ffle 1 angegebeii AnmuUauresequenz tmd dcroi ADehariadonen kodierende Nufcleotidsequenz 

SeSSrtgen nadi Anspmch 2S, dadmdi gekennzeidme t, daB die regolatorische G««eqo?nz eine Ntjdeo^ 
. Ss^ffi von NukIeodd9S4bfai 82 gemaB T3bene2 oder eine fan wesentEcfaen gleidiwirkenden DNA-Se- 

27^mBeSdxm ehies fOr ehien Aflmmsfiuro-Exportcairier ^^^^^SCMgnetw Regu^ 

torgenndt emerfiirdie mTabeUe 1 angegebene Amfaoslnresequenz und deren ADehranaoanenkodier«sn- 

Jr^ffS^OTiS Anspmdi 27 mit der Nokleoddsequenz von Nakleotid 954 bis' 82 gcmlB TaheUe 2 
oderemerimwesentiichengleichwfa'kendenDNA-Seqaenz. ■ 

29. Genstnifctar, enthaltend em Bqportgen nach «nem der Anspriiche 21 bis 26. 

30. Genstnaktur,enthaltendeineregulatorischeGenseqnenznaciiAnsproch27oder2a „ . 

31. Vektor, enthaltend efai Exportgea nach emem der Ansprttche 21 bis 26 oder eioe Geostruktur nach 
Anspmch29. 

32. VcfctornadiAnspruch31nihniedrigerKopienzafaL ^ „ j « rL^^,iri^,T 

33. Vdctor, eiilhaltend erne regolatorische Gensequenz nach Anspmch 27 

l4!%SjriSeZeUe,entfadtendmreplizierbarerFomiemExpo « 

266dereuieGenstruktm'nachAnspruch29. . „, uvi^„*» 

35. Traaribrmierte ZeBe nach Anspmch 34, enthaltend emen Vektor nach Ansprudi 31 cKle^ 

36. Transfonnierte Zelle nach Anspmch 34 oder 35, dadarch gekennzeichnet, daB sie der Gattung Coryne- 

3?SS3S?eZeflenach emem der Anspraohe 34 bis 36, dadureh gekennzeichnet, daB mdiesw die ^ 
der Synthese beteiligten Enzyme der Anjmosaure,die mhteb des Exportcarners, fOr das das m die transfor- 
inierteZeneabertrageneBq)ortgenkodiert,ausderZeUeausgeschIeustwird,dereguIierts^^ 

38. Transfotmierte ZeUe nach einem der Anspriiche 34 bis 37. dadureh gekennzeichnet daB sie emen 
erhShtenAnteilanZeBtralstoffwechselmetaboliteaenthalt ^ * u 

39. TYansfomuerte ZeUe, enthaltend in replizierbarer Form etae regulatoriscfae Gensequeoz nach AnsprucH 
27 oder 28 oder eine Genstrufctur nach Anspmch 30. 

40. 'ItansfonnierteZeUenachAnspruch39,enthaltcndeineiiVektoriiachAnspmch33. ^im^^mmm 

41. FurdenExportvonAminosaurengeeigneteMembranproteinenjit 6 transmembranenMeiices. J^Jr-Ot^y^^f^l 
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4Z .Membraoprotem nach Anspruch 41 mit der in Tabelle 3 angegebenen Aminosauresequenz, wobei 

y^^V^S Anspmch 43, dadmcb gekcmizeidmet^ daB eta mutiertes Btpor^reiu das fur ein 

4S?Vefi^aiing nadf daB der Ai^osfiure-prodoaderende 

• Mikroor^jtmsmus mh etaem G^nkoiis^ 

46. Vefweriidung nach AiKpruch"45,-dadurch fiekennzeichnet daB das Genkonstmkt zusatzlicb regiilatori- 

10 47vVOT^eiL3^^ etaem der Aiisprflc&e 43 bis 4€ip dadaith gekennzeicbae^ dafi eiQ'.£3|iortgea aus 
CorjriebacteHtimvenffeiidetw^ . 

43. Verwendong hach euieni der Ansp ruche 43 his 47 ^ dadurch 0ckGiuizcichiie^ daB als AtntTt rt^tfitr^pro^t^T* 
:^ei«ndG^;MikrphDi^ge^^ 



. : . ^. r ; , Hierzu 4 Se>te(ii) jZeiclmupgen 
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